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摘要 
活性氧（Reactive Oxygen Species, ROS）的产生存在于生物体的众多生理病
理过程中。大量的实验数据表明，活性氧还参与到了细胞凋亡和程序性坏死的进
程里。丁基羟基苯甲醚（Butylated hydroxyanisole, BHA）是公认的活性氧清除剂，
异戊巴比妥（Amytal）是线粒体上电子传递到泛醌的抑制剂，二者都曾被广泛报
道，可以抑制或者延缓肿瘤坏死因子（Tumor Necrotic Factor α, TNF-α）诱导
的小鼠成纤维细胞系 L929 的程序性细胞坏死。然而，BHA 和 Amytal 都不能抑
制 TNF 诱导的人结肠腺癌细胞系 HT-29 的程序性细胞坏死。经过大量的研究，
我们发现，不仅鼠源细胞系的细胞坏死可以被 BHA 和 Amytal 的所抑制，只要
该细胞的有氧呼吸能被 TNF 所增强，那么该细胞的程序性细胞坏死就能被 BHA
和 Amytal 所抑制。我们进一步证实了 ROS 可以增强坏死小体的形成，并鉴定受
体相互作用丝氨酸-苏氨酸激酶 1（receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine 
kinase 1, RIP1）是信号传递主轴上，负责感应 ROS 的关键分子。由氧化还原介
导的细胞坏死信号的增强，是和 RIP1 蛋白的自磷酸化相偶联的。我们确定了三
个能够感应 ROS 的功能性半胱氨酸，并且鉴定第 161 位丝氨酸为 RIP1 的功能性
的自磷酸化位点。因此，我们的工作为 ROS 对细胞坏死的调节提供了分子机制
上的解释。 
 
关键词：ROS；程序性细胞坏死；自磷酸化 
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Abstract 
Reactive oxygen species (ROS) emerge during a number of physiological and 
pathological processes and their involvement in apoptosis and necroptosis has been 
widely reported. Butylated hydroxyanisole (BHA), an ROS scavenger, has been 
demonstrated to block or delay tumor necrotic factor α (TNF)-induced necroptosis in 
murine cell line L929, so as to Amytal, which can block electron flow to ubiquinone 
at complex I (NADPH-ubiquinone oxidoreductase). However, BHA/Amytal cannot 
inhibit TNF-induced necroptosis in HT-29, a human colorectal adenocarcinoma cell 
line. Here, we show that the sensitivity to BHA/Amytal inhibition is not restricted in 
murine cells, but rather, it depends on whether TNF boosts aerobic respiration in the 
given cells. Furthermore, we verified ROS to enhance the formation of necrosome and 
identified RIP1 on the signaling axis of TNF-induced necroptosis to sense ROS. The 
redox-mediated enhancement of necroptotic signaling is coupled with 
auto-phosphorylation of RIP1 and we have identified three cysteines as effector 
residues to sense ROS and S161 as the functional auto-phosphorylation site. Our work 
provides a molecular mechanism for the regulation of necroptosis by ROS. 
 
Key words: ROS; necroptosis;autophosphorylation 
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第一章前言 
1.1 细胞程序性死亡的概述 
细胞死亡是一个重要的生物学过程，免疫系统里的细胞死亡，在免疫细胞的
发育和抵抗病原体的过程中，扮演了很重要的角色。细胞凋亡是一种有序的细胞
死亡形式，它的特征是染色质固缩，脱氧核糖核酸（Deoxyribonucleic acid，DNA）
片段化，和细胞膜出泡形成凋亡小体。细胞凋亡可以被肿瘤坏死因子（Tumor 
necrosis factor，TNF）家族的受体激活（所谓的外源通路，extrinsic pathway），
或者通过线粒体上的效应分子的直接激活（即內源通路，intrisic pathway）。细胞
凋亡信号通路中的关键分子半胱天冬酶（caspase）是一种半胱氨酸蛋白酶，它作
用的结果是，细胞膜上的磷脂酰丝氨酸（phosphatidyl serine，PS）外翻，这就为
垂死的细胞带上了标记，从而被巨噬细胞等识别和清除[1]。凋亡细胞的快速清除
尽可能地保证了机体免受有害的炎症反应。这也解释了为何细胞凋亡是多细胞有
机体在发育中，清除无用细胞最常见的方式。与之不同的，细胞的另一种死亡方
式——细胞坏死的标志之一是细胞膜的完整性迅速丧失，这个过程早于或者相当
于磷脂酰丝氨酸外翻，细胞膜的破裂释放出了內源的危险信号或者危险相关的分
子模式（danger-associated molecular patterns，DAMPs），进而强烈地激发炎症反
应。因此，细胞坏死经常在感染或炎症性疾病中被检测到，并且是公认的病理性
细胞死亡方式，而细胞凋亡则是生理性的死亡方式[2]。长期以来，细胞坏死被认
为是创伤的结果，然而，最近的研究结果表明，细胞坏死也是有一系列精细的分
子通路调控的。并且，传统的用来界定细胞凋亡的特征，也能在细胞坏死过程中
被检测到[3]。这表明，形态学上的差异是不足以很好地区分这两种细胞死亡方式
的。因此，目前领域内对受体相互作用蛋白激酶（receptor interacting protein，RIP）
诱导的细胞坏死，更公认的表述是受精细调控的程序性细胞坏死（programmed 
necrosis，necroptosis）[4]。 
大量报道显示，细胞程序性坏死参与到了众多疾病的发生发展中，包括病毒
感染，如牛痘病毒（vaccinia virus），单纯疱疹病毒（herpes simplex virus type 1，
HSV1）和鼠的巨细胞病毒（murine cytomegalovirus）；细菌感染，如结核分枝杆
菌（mycobacterium tuberculosis）；[5-8]和无菌损伤导致的炎症反应，如银屑癣
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（psoriasis），炎性肠病（inflammatory bowel disease），缺血再灌注导致的肾损伤
（ischemia-reperfusion kidney injury），视网膜退化（retinal degeneration），胰腺炎
（pancreatitis），TNF 诱导的系统性炎症反应综合征（TNF-induced systemic 
inflammatory response syndrome (SIRS)）和动脉粥样硬化等[9-16]。 
 
1.2 程序性细胞坏死的自上而下的信号传递 
程序性细胞坏死可以被多种受体诱导，如肿瘤坏死因子（TNF）受体家族，
Toll 样受体 3 和 4（Toll-like receptor 3，Toll-like receptor 4，TLR3，TLR4）和干
扰素受体（interferon receptor）[17]。其中，TNF 受体 1（TNFR1）介导的程序性
细胞坏死是目前解析得最清楚的。TNFR1 是该家族中最典型的代表，它含有一
个必需的蛋白相互作用结构域，称为死亡结构域（Death domain，DD）。带有 DD
的死亡受体包括 CD95/FAS/APO-1，TNF 相关的凋亡诱导配体（TNF-related 
apoptosis-inducing ligand，TRAIL）受体 1 和 2，死亡受体 3（death receptor 
3,DR3）,DR6 和外异蛋白 A 受体（ectodysplasin A receptor）。然而，这些受体不
仅介导了细胞死亡，更多时候介导的是核因子-κB（NF-κB）的激活。TNFR1
就是这类受体的代表。TNFR1 先形成三聚体，之后与胞外的 TNF 相结合，导致
TNFR1 发生构象改变，进而形成了短期的所谓的膜信号复合物，Micheau 和
Tschopp 命名为复合物 I（complex I）[18]。Complex I 由接头蛋白 TNF 受体相关
死亡结构域（TNF receptor-associated death domain，TRADD），TNF 受体相关因
子 2（TNF receptor-associated factor2，TRAF2），RIP1，凋亡细胞抑制物 1（cellular 
inhibitor of apoptosis 1，cIAP1），cIAP2 和线性泛素链整合复合物（the linear 
ubiquitin chain assembly complex，LUBAC）组成。其中，E3 连接酶 cIAP1，cIAP2，
和 LUBAC 里的 HOIL-1 调控着复合物 I 中许多接头分子的泛素化，是重要的调
节分子。复合物 I 的泛素化调控对于κB 激酶抑制物（IKK）复合物的募集和激
活是必需的。被激活的 IKK 会磷酸化 IκBα,进而导致 IκBα被蛋白酶体降解和
NF-κB 二聚体的入核。 
复合物Ｉ的形成很短暂，它的快速内移对之后的接头蛋白 FADD 和半胱天
冬酶 caspase-8 的锚定很重要[18]。这个包含了 FADD 和 caspase-8 的胞质复合物被
称为复合物 IIa（complex IIa）。cFLIPL 是 caspase-8 酶活缺失的同系物，它和
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caspase-8 的二聚化会抑制 caspase-8 的充分活化，进而抑制细胞凋亡，但是仍然
保留有 caspase-8 剪切坏死关键蛋白 RIP1，RIP3 的能力，因此 cFLIPL的激活，
既可以抑制细胞凋亡，也可以抑制程序性细胞坏死[19-23]。复合物 IIa 里有活性的
caspase-8 会剪切和抑制 RIP1，RIP3 等，因此用 caspase-8 抑制剂可以保持 RIP1
等的完整性，进而诱发程序性细胞坏死。RIP1 和 RIP3 在复合物 IIa 上的稳定结
合，将复合物 IIa 转变成了复合物 IIb，或者所谓的坏死复合物（图 1）。RIP1 和
RIP3 通过彼此的 RIP 同源相互作用模块（RIP homotypic interaction motif，RHIM）
形成一种淀粉样复合物，这个复合物的形成对于 RIP3 下游底物混合线性激酶结
构域类似物（mixed lineage kinase domain-like，MLKL）的募集和激活是必需的
[24-26]。RIP3 会磷酸化 MLKL 的第 357 位苏氨酸和第 358 位丝氨酸，促使 MLKL
多聚化并且转移到细胞内膜结构和细胞膜上（图 1）[25, 27-30]。 
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图 1 程序性细胞坏死的分子机制 
Fig.1 Molecular mechanism of programmed necrosis (by Francis Ka-Ming Chan, 
2015[2]) 
 
1.3 程序性细胞坏死中的 RIP1 
当 caspase-8 被苄氧羰基-缬氨酰-丙氨酰-门冬氨酰氟甲基酮
(Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethylketone，z-VAD)所抑制，或者当
caspase-8 缺失时，在死亡信号的刺激下，RIP1 起了促进细胞程序性坏死的作用
[31-34]。有激酶活性的 RIP1 通过 RHIM-RHIM 模块和 RIP3 相互作用，进而导致
RIP3 的激活和程序性细胞坏死，并且这种细胞坏死在 RIP1 缺失或者 RIP1 激酶
活性缺失的情况下是不能发生的[35-37]。另一方面，RIP1 的抑制剂 Necrostatin 可
以通过抑制 RIP1 的激酶活性，进而有效地抑制死亡受体介导的程序性细胞坏死
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[38, 39]。然而，RIP1 的激酶活性是如何调控程序性细胞坏死的，仍然是个待解决
的问题。体外实验证实，RIP1 可以自磷酸化，但是无法磷酸化 RIP3[5]。这就提
出了一个可能性：RIP1 通过自磷酸化，使得构象打开，进而可以通过 RHIM 模
块和 RIP3 相互作用，亦或者，RIP1 还存在其他重要的底物，用以调控细胞坏死。 
然而，RIP1 的作用并非如此简单。在不加 caspase-8 抑制剂的情况下，RIP1
会通过死亡结构域（Death domain，DD）和 FADD 相互作用，进而募集
FADD-caspase-8-FLIP。Caspase-8-FLIP 异二聚体的存在尽管抑制了细胞凋亡，但
是仍然保留 caspase-8 的剪切活性[22]，因而能剪切 RIP1 和 RIP3 以及坏死通路上
的其他分子[21, 23, 40]，破坏信号的向下传递，抑制程序性细胞坏死。 
除了需要抑制住 caspase-8 介导的剪切作用，RIP1 和 RIP3 之间通过 RHIM
介导的相互作用也是细胞发生程序性坏死所必需的。含有 RHIM 模块的接头蛋
白之间强烈地倾向于形成淀粉样构象，这种特殊的结构对信号的传递很重要。在
RIP1 和 RIP3 的相互作用中，如果破坏了这种淀粉样构象，就会严重破坏 RIP1
的自磷酸化和 RIP1 和 RIP3 的激活，进而影响到细胞程序性坏死的实现[24]（如
图 2 所示）。 
 
 
图 2 程序性细胞坏死中的 RIP1 
Fig.2 Roles of RIP1 in Necroptosis (By Douglas R. Green, 2014[41]) 
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1.4 程序性细胞坏死中的磷酸化调控 
蛋白的磷酸化是一种消耗 ATP 的，主动的蛋白修饰方式，并且在细胞信号
转导过程中起了很重要的作用，因为通过激酶对底物的磷酸化作用，可以导致信
号的级联放大的效果，进而保证信号快速、强烈地向下传递。在细胞程序性坏死
的过程中，存在于坏死小体里的 RIP1 和 RIP3 都是被多重磷酸化的。RIP3 的第
199 位、第 357 位和第 358 位丝氨酸被证实是它的磷酸化位点，并且在细胞的程
序性坏死中，发挥了重要的作用[42, 43]。MLKL 的第 357 位苏氨酸、第 358 位丝
氨酸也被清晰地证实能够被 RIP3 磷酸化，并且这些磷酸化与程序性坏死的执行
密切相关[44]。然而，尽管多家实验室都通过质谱的手段打到很多自磷酸化位点，
但是这些位点的磷酸化与程序性坏死的关系，仍然是一个有待解决的问题[38, 42]。 
 
1.5 ROS 在程序性细胞坏死中的作用 
早在 19 世纪 80 年代，就有研究人员发现，L929 小鼠成纤维细胞系发生的
程序性细胞坏死，能够被 ROS 清除剂，例如丁基羟基苯甲醚（Butylated 
hydroxyanisole, BHA）和 N-乙酰-L-半胱氨酸（N-Acetyl-L-cysteine，NAC）所抑
制，越来越多的实验证据表明，细胞的程序性坏死伴随有 ROS 的产生[45-49]。斑
马鱼中的肺结核感染模型在体内水平上验证了 ROS 对细胞程序性坏死的贡献[8]。
然而，也有实验数据表达了不同的观点。线粒体是细胞内 ROS 产生的最主要的
来源，在 SVEC 或者 3T3-SA 细胞系中，通过线粒体自噬（mitophagy）清除线粒
体 ROS 的数据表明，线粒体 ROS 跟细胞程序性坏死无关[50]。另外，也有数据显
示，BHA 对细胞程序性坏死的影响，可能是由于其“脱靶效应”（off-target effect）
导致，通过影响线粒体上复合物 I 的功能，或者影响到磷酸脂酶 A2（PLA2）/LOX
信号通路的激活，而非清除 ROS，达到抑制细胞程序性坏死的效果。近期，一
个研究小组通过在 FADD 缺失的急性淋巴细胞白血病（T-ALL）细胞系 Jurkat
中，用 TNF-α和二价 Smac 类似物 BV6 共同刺激，报道了程序性细胞坏死中氧
化还原调控的可能的机制[51]，即胞内的 ROS 稳定了 RIP1-RIP3-MLKL 复合体，
而信号向 MLKL 的传递也增强了 ROS 的产生，进而推进了细胞程序性坏死的发
生。即便如此，这种相关性的验证还是没能清楚地从分子水平上，解析 ROS/氧
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